This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



esp@cenet - Document Bibliography and Abstract 



Page 1 of 1 



Requested document: 



EPQ05M16_dte 



Method for the detection of antigens of blood groups A, B, H on human 
cells in a liquid medium. 



Patent Number: 
Publication date: 
Inventor(s): 
Applicant(s): 
Requested Patent: 



EP0058616 
1982-08-25 

FELLA CHRISTIAN PAUL 

FELLA CHRISTIAN PAUL (FR); HAMMOU JEAN CLAUDE (FR) 

□ E P0Q 58616 
Application Number: EP1 9820400250 19820212 
Priority Number(s): FR19810002866 19810213 

G01N33/80 
G01N33/80 

□ FR2 50 0164 
FR1 602301 : US4 172227 

Abstract 



IPC Classification: 
EC Classification: 
Equivalents: 

Cited Documents: 



To detect, reliably and simply, the presence or absence of blood group antigens, the invention employs a 
sample of human cells in a liquid medium. The sample is maintained constantly at a pH of the order of 7.3 
while being subjected to various steps of centrifugation and exposure to an antigen-specific antiserum 
labelled with a fluorescent agent, and it is then subjected to a fluorescence excitation. There is fluorescence 
if the antiserum has been bound to an antigenic site. Assessment of the prognosis of malignant tumours. 
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© Procede de mise en evidence des antigenes de groupe sanguin A, B, H sur des cellules humaines en milieu liquide. 

© Pour mettre en evidence, fiablement et simplement, la 
presence ou I'absence d'antigenes de groupe sanguin, 
Tinvention utilise un echantillon de cellules humaines en 
milieu liquide. On ie maintient constamment sous pH de 
I'ordre de 7,3 en Ie soumettant a diverses etapes de 
centrifugation, exposition a un antiserum spexifique antige- 
nique marque par un agent fluorescent, et on soumet ensuite 
cet echantillon a une excitation de fluorescence. II y a 
fluorescence si ('antiserum a ete fixe sur un site antigenique. 
Evaluation pronostlque des tumeurs malignes. 
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Procede de mise en evidence des antigenes de groupe sanguin 
A,B 5 H sur des cellules humaines en milieu liquide. • 

La prgsente invention concerne un procede de 
mise en evidence des antigenes de groupe sanguin A,B 3 H 
5 sur des cellules humaines en milieu liquide. 

Ce procede vise a mettre en evidence les anti- 
genes de groupe sanguin A,B,H sur des cellules humaines 
epithSliales recueillies soit dans les humeurs (urine , 
liquide d'ascite, liquide pleural...), soit de cellules- 
10 recueillies apres prelevement par differents procedes : 

- cellules d'un frottis vaginal raises en 
suspension dans un milieu adequat, 

- cellules du col uterin mises en suspension dans 
un milieu adequate 

15 " cellules de lavage bronchique recueillies apres 

bronchoscopies 

- cellules d 1 expectoration mises en suspension dans 
un milieu adequat. 

Le procede selon 1 T invention se caracterise 

20 par le fait qu'on place un prelevement de cellules dans 
une solution d'un milieu fixateur tel que l'ethanol dont 
le pH est stabilise entre 7 et 7 S H par un tampon approprie 
(par exemple de type PBS), puis on centrifuge la suspension 
cellulaire ainsi obtenue de fagon I former un culot 

25 cellulaire que l'on place ensuite dans un milieu comprenant 
a la fois un tampon approprie a un pH de 7 a 7,4 et un 
detergent non ionique connu en soi, de fagon a former une 
deuxieme suspension cellulaire que l f on centrifuge pour 
constituer un deuxieme culot cellulaire a apres quoi on 

30 ajoute a ce deuxieme culot cellulaire un antiserum speci- 
f ique humain d T au moins un antigene A, ou B ou 0(H) marque 
par une subtance fluorescente telle que par exemple 
fluorescein ou rhodamine, apres quoi on lave en milieu 
tamponne a pH compris entre 7 et 7,4 pour eliminer I'anti- 

35 serum non fixe et l'on effectue une excitation susceptible 
de provoquer la fluorescence de la substance marquant 
l'antiserum, et l T on decele la presence ou l'absence de 
fluorescence traduisant la fixation d 1 antiserum sur au 
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moins un site antigenique. 

L 1 excitation et la detection de la fluorescence 
peuvent etre effectuees dans un appareil d'un type connu, 
appele trieur-cellulaire ("cell sorter"). 

5 L f invention prevoit en outre que 1* antiserum peut 

etre monospecif ique d f un seul antigene A ou B ou 0(H). 

Dans une variante, on peut operer de fagon telle 
qu'apres addition de l r antiserum on ajoute une petite 
quantite de teinture histologique connue sous le nom de 

10 bleu Evans, on maintient un pH compris entre 7 et 7,4, 
on lave et l'on filtre, toujours sous le meme pH, en 
retenant les particules superieures a 5 ./^ que l'on place 
sur un montage microscopique , et que l f on examine sur 
microscope It fluorescence. 

^5 Dans une premiere phase, les cellules sont 

recueillies dans une solution comportant 50% d'ethanol 
qui sert de milieu fixateur avec un milieu tampon de type PBS 
(tampon phosphate) representant les 5055 restants. 

Dans une deuxieme phase, on centrifuge la 

20 suspension cellulaire ainsi obtenue (par exemple 5 minutes 
a 5000 tours minute). On recupere le culot cellulaire 
dans un milieu comprenant un tampon phosphate de type PBS 
( 905C ) associe a un detergent non ionique (10%), par exemple 
un produit commercialise sous le nom de TWEEN fait 

25 parfaiteraent 1' affaire. 

Dans une troisieme phase, on centrifuge 5 nouveau 
la suspension cellulaire ainsi obtenue. On recupere le 
culot dans lequel on ajoute § quantite egale au culot 
1 ! antiserum marque. II s'agit d T un antiserum marque par une 

30 substance fluorescente (f luoresceine ou rhodaraine par 
exemple) . 

La specificite de ce serum sera dirigee soit 
contre l 1 antigene A de groupe sanguin, soit contre l 1 anti- 
gene B, soit contre l f antigene A et l l antigene B dans le 
35 meme serum, soit contre l r antigene H de groupe sanguin. 
Si les cellules du culot cellulaire recueillies chez le 
patient sont du groupe A par exemple, l r antiserum utilise 
sera un antiserum de specificite anti A. II en est de meme 
pour les autres groupes sanguins B, AB, 0. 
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II exist e une possibility de rechercher I'antigene 
de groupe sanguin A, B, AB, 0 a la surface des cellules 
dans la preparation definie plus haut sans connaitre le 
groupe sanguin du patient d'oil proviennent les cellules. 

5 En effet, on peut realiser un* serum polyvalent ayant plu- 
sieurs specificites en melangeant a part egale chaque 
antiserum (de specificite anti A, anti B, de specificite 
anti H) . On a done ainsi reuni dans une seule preparation 
plusieurs antiserums recouvrant toutes les specificites 

10 de groupe sanguin A, B ou 0(H). 

II existe deux possiblites de lecture suivant 
les moyens mis en oeuvre : soit lecture en microscopie 
optique avec un microscope S fluorescence, soit lecture 
par un appareil de type "cell sorter" (appareil automatique 

15 a analyser et 5 trier les cellules). 

Dans le cas ou l T on veut rialiser une lecture 
par microscope optique par fluorescence, on ajoute a 1 'anti- 
serum utilise quel qu'il soit, soit un antiserum mono-, 
specifique (ayant soit la specificite anti A, soit la 

20 spScificite anti B, soit la specificite anti H), soit un 
serum polyspecif ique ayant done plusieurs specificites 
(anti A + anti B + anti H). 

On raj out e S cet antiserum un colorant, le bleu 
Evans, apres quoi on fait une centrifugation qui servira 

25 de lavage dans un tampon de type PBS. On remet ensuite en 
suspension dans 5 cm 5 d ? un tampon phosphate (PBS) dans une 
seringue et on filtre sur millipore. On fait ensuite un 
montage du millipore en glycerol sur coupe histologique . 
On fait ensuite une lecture en miscroscope & fluorescence. 

30 La deuxieme possibility de lecture est celle 

donnee par un appareil de type "cell sorter" (appareil 
automatique connu pour analyser et trier les cellules), 
apres application de l 1 antiserum marque soit monospecif ique 
(anti A ou anti B, ou anti H), soit polyspecif ique (anti A + 

35 anti B + anti H). Dans ce cas, il est avantageux d T utiliser 
un antiserum polyvalent contenant plusieurs antiserums. 

La suspension cellulaire realisee plus haut est 
alors centrifugee dans un tampon phosphate de type PBS . Le 
culot cellulaire recueilli est a nouveau mis en suspension 
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dans un tampon de type PBS et l'echantillonnage est passe 

& la machine "cell sorter". 

II existe une possibility de double marquage des 

cellules en suspension. En effet 3 au temps d 'application 
5 de l 1 antiserum marque sur les cellules 3 la suspension 

cellulaire peut etre separee en deux fractions avant le 

contact avec 1 T antiserum. 

La premiere fraction est mise en contact avec 

l f antiserum soit monospecif ique a soit poly specif ique qui 
10 peut etre marqug par une substance fluorescente de .type 

fluoresceine. La deuxieme fraction est mise en contact 

avec un antiserum marque qui n'a pas la specif icite A 3 B 

ou H mais une autre specificite (par exemple un antiserum 

dirigS contre un autre antigene de la membrane cellulaire); 
15 cet antiserum peut etre egalement dirige contre un antigene 

se trouvant dans le cytoplasme (ou sur le noyau de la 

cellule) . 

Cet antiserum marquant la deuxiime fraction 
cellulaire sera marqug avec une substance fluorescente 
20 differente, par exemple la rhodamine. La lecture pourra 
se faire soit avec le microscope optique a fluorescence, 
soit avec une machine de type "cell sorter". 
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REVENDICATIONS 

1. - Procede de mise en evidence des antiggnes 
de groupe sanguin A, B, H sur des cellules humaines en 
milieu liquide, caracterise par le fait qu'on place un 

5 prelevement de cellules dans une solution d T un milieu 

fixateur tel que l'ethanol dont le pH est stabilise entre 7 
et 7,^ par un tampon approprie (par exemple de type PBS), puis 
on centrifuge la suspension cellulaire ainsi obtenue de fagon 
a former un culot cellulaire que l'on place ensuite dans un 

10 milieu comprenant a la fois un tampon approprie a un pH 
de 7 a 1 9 k et un detergent non ionique connu en soi, de 
fagon a former une deuxieme suspension cellulaire que l'on 
centrifuge pour constituer un deuxieme culot cellulaire apres 
quoi on ajoute §. ce deuxieme culot cellulaire un antiserum 

^5 speficique humain d'au moins un antigene A, ou B ou 0(H) 
marque par une substance fluorescente telle que par exemple 
fluoresceine ou rhodamine, apres quoi on lave en milieu 
tamponne a pH compris entre 7 et 7,4 pour eliminer l r anti- 
serum non fixe et l'on effectue une excitation susceptible 

20 de provoquer la fluorescence de la substance marquant 
l'antiserum, et l T on decele la presence ou I'absence de 
fluorescence traduisant la fixation d' antiserum sur au 
moins un site antigenique. 

2. - Procede selon la revendication 1, caracterise 
25 par le fait que 1' excitation et la detection de la fluores- 
cence sont effectuSes dans un appareil d'un type connu, 
appele trieur-cellulaire ("cell sorter"). 

3. - ProcSde selon l T une quelconque des revendi- 
cations 1 ou 2, caracterise par le fait que 1 ! antiserum 

30 est monospecifique d f un seul antigene A ou B ou 0(H). 

h.- Procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 5 3, caracterise par le fait qu'apres addition 
de l 1 antiserum on ajoute une petite quantite de teinture 
histologique connue sous le nom de bleu Evans, on maintient 

35 un pH compris entre 7 et 7,4 , on lave et l'on filtre, 

toujours sous le meme pH , en retenant les particules supe- 
rieures a 5 / Xun que l'on place sur un montage microscopique, 
et que l'on examine sur microscope a fluorescence. 
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